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oz

Seks steroid hormonlar1 (8strojen ve progesteron) spesifik reseptorleri araciligiyla lakrimal bez fonksiyonlarinin 6nemli
diizenleyicisidirler. Bu hormonlarin eksikligi g6z kurulugu ile karakterize keratokonjuktivitis sikka (KCS) hastaligina neden
olmaktadir. Sunulan calisma, eriskin erkek sicanlarin intraorbital ve ekstraorbital lakrimal bezinde Ostrojen reseptor a
(ERa), 6strojen reseptor B (ERB) ve progesteron reseptorlerinin (PR) immunohistokimyasal lokalizasyonlarini ortaya
koymak amaciyla planlandi. Anastezi altinda 8 adet erkek sicandan elde edilen lakrimal doku 6rneklerine rutin histolojik
prosediirii takiben Strep-ABC immunohistokimyasal boyama teknigi uygulandt. Intraorbital ve ekstraorbital bez epiteli,
akitict kanal epiteli, miyoepitel ve kan damarlarin endotel hiicrelerinin hem sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde degisen
derecelerde ERa, ERB ve PR immunreaktivitesi saptandt. Her iki bezin biitin yapisal komponentlerinde ERa en yogun
olarak ¢ekirdekte bulunurken, ERB’nin en yogun sitoplazmada lokalize oldugu tespit edildi. PR immunreaktivitesinin ise
hem intraorbital hem de ekstraorbital bez epitelinin lateral membranlarinda ve intraorbital bezin miyoepitel hiicrelerinde
kuvvetli boyanma oldugu gézlendi. Ayni zamanda intraorbital bezlerde kan damarlarinin etrafinda bulunan mast
hiicrelerinde pozitif ERB immunreaksiyonu saptanirken, ekstraorbital bezin intersitisyel bag dokusu icinde ERa, ERB ve
PR porzitif stromal hiicrelere rastlandi. Sonug olarak, erkek sicanlarda intraorbital ve ekstraorbital bezin bitin yapisal
komponentlerinde degisen derecelerde ERa, ERE ve PR immunreaktivitesinin saptanmast lakrimal bezin yapisal ve
fonksiyonel butinligini sirdirmede 6strojen ve progesteron hormonlarinin reseptér bazlt etkisinin oldugu fikrini
desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Ostrojen Reseptor, Lakrimal Bez, Progesteron Reseptor, Sigan

Immunohistochemical Expression of Estrogen and Progesterone Receptors in the Lacrimal
Glands of the Rats

ABSTRACT
Sex steroid hormones (estrogen and progesterone) are important regulators in lacrimal gland functions with the help of its
specific receptors. The deficiency of these hormones causes disease of keratokonjunctivitis sicca (KCS) which is
characterized with eye dryness. This study was aimed to show the immunohistochemical localization of the ERa, ERJ and
PR in intraorbital and extraorbital lacrimal glands of the rat. Following the routine histological procedure, the Strep-ABC
immunohistochemical staining method was performed to the lacrimal gland samples obtained from 8 rats under anesthesia.
Changing degrees of ERx, ERB and PR immunoreactivity were determined in cytoplasm and nucleus of the secretory
epithelium, duct epithelium, myoepithelial cells and endothelial cells of the intraorbital and extraorbital gland. It was
determined that ERa was found intensely in the nucleus of the all structural components of the two glands, whereas ER3
was found intensely located in the cytoplasm. PR immunoreactivity was shown strongly in the lateral membranes of both
gland epithelium and in the myoepithelial cells of the intraorbital glands. Also, positive ER immunoreaction was detected
in the mast cells around the blood vessels in the intraorbital glands, whereas ERa, ERB and PR positive stromal cells were
detected in the interstitial connective tissue of the extraorbital gland. As a conclusion, changing degrees of ERa, ERJ and
PR immunoreactivity found in all structural components of both glands supports the idea that the receptor based estrogen
and progesterone hormones have an effect on the maintainance of the structural and functional integrity of the lacrimal

gland.
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GIRIS

Seks steroid hormonlart cinsiyet spesifiktir. Ornegin;
erkeklerde androjen hormonu, disilerde Ostrojen ve
progesteron hormonlart baskindir. Seks  steroid
hormonlart yani dstrojen, progesteron ve testesteron
disilerde ovaryum, erkeklerde ise testislerde tretilitler
ve kanin sirkulasyonu ile hemen hemen viicudun
butiin dokularina yayilirlar, fakat bu hormonlar hedef
dokularda bulunan spesifik reseptorler araciligryla
faaliyet gosterirler. Seks steroid hormon reseptorleri
hedef dokularda yer alan hiicrelerin cogunlukla
cekirdeginde ve/veya sitoplazmasinda  lokalize
olurlar, ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalar bu
reseptorlerin hiicrelerin plazma membranindan da
izole edildigi yoniindedir (Singh ve ark. 2002).
Ostrojenler, erkeklerde ve disilerde hem
reprodiktif hem de reprodiktif olmayan
dokularda biyime, farkhilasma ve inflamatuvar
yanit  gibi  ¢esitli  hticresel  fonksiyonlar
diizenleyen seks steroid hormonlardir. Ostrojen
hormonunun fonksiyonuna spesifik ¢ekirdek
reseptor olan Ostrojen reseptorinin (ER) iki alt
tipi (ERa« ve ER) ve onlarin izoformlart aracilik
etmektedir (Heldring ve ark. 2007). ERa,
spesifik disi dokularinda rastlanilirken, ERB’nin
vaskiler doku ve merkezi sinir sistemi gibi bir
¢ok dokuda bulundugu bildirilmektedir. Farkls
yapilar1 ve dagiimlart temel alindiginda, ER
izoformlart farkli biyolojik aktiviteye sahiptir,
fakat ERP@nin  fonksiyonu tam  olarak
anlaslamamustir (Pavao ve Traish 2001).

Bir diger steroid hormon olan progesteron
hormonunun tizyolojik etkilerine ise
progesteron  reseptor  (PR) adi  verilen
intraselliler reseptorler aracilik etmektedir ve bu
progesteron reseptorleri transkripsiyon
faktorlerinin niklear reseptor stper ailesinin bir
tyesidir (Tsai ve O’Malley 1994). Progesteron
ligandina baglanma yoluyla niiklear reseptor
ligand kompleksi hedef genlerin ekspresyonunu
indiklemek icin ¢ekirdege transloke olur ve daha
sonra progesteron hormonuna hedef hiicrenin
fizyolojik cevabinin ortaya ¢tkmasina neden olur.
Meme bezi gibi bir¢ok dokuda PR, 0Ostrojen
tarafindan induklenir. PR, PR-A ve PR-B olmak
lzere iki izoformdan olusur. Bircok hiicrede PR-
B, progesteron-duyarlt genlerin transkripsiyonal
aktivatorleri olarak fonksiyon gosterirken, PR-A,
butin  steroid  hormon  reseptdtlerinin
transkripsiyonal inhibitérii olarak fonksiyon
gostermektedir (Vegeto ve ark. 1993). Niiklear
PRG  erkeklerin ve maymunlarin  hipofiz,
hipotalamus, epididimis, prostat, testis ve meme
bezi gibi dokularinda eksprese edilirken, disilerde
progesteron hormonunun hedef organlar

ovaryum, uterus ve meme bezidir (Luetjens ve
ark. 20006).

Ostrojen ve progesteron reseptorleri, sican, tavsan ve
insanlarin lens, retina/uvea, retina/koroid, retinal
pigment epitel hiicreleri, kornea, iris, korpus siliyare,
lakrimal bez, lakrimal bez asiner epitel hiicreleri,
meibomian bez, géz kapagi, palpebral ve bulbar
konjuktiva gibi cesitli okiiler dokularin yapisal ve
fonksiyonel = 6zelliklerinde  6nemli  bir  rol
oynamaktadir. Aynt zamanda bu steroid hormon
reseptorlerinin cinsiyet ve doku-spesifik farkliliklar
icerdigi tespit edilmektedir. Buna gbre; disilerin
retina/uvea Orneklerinde Ostrojen ve progesteron
reseptdér mRNA’lar sirastyla %50 ve %33.3 oraninda
bulunurken, erkek ve disi sicanlarin lensinde PR
mRNA’ya rastlanmamaktadir (Wickham ve ark.
2000). Insanlar tizerinde yapilan bir diger calismada
erkek ve kadinlar arasinda lakrimal ve diger gbz ile
iliskili bezler, okiler yiizey, lens kristali, retinokoroid
kompleksde farkliiklar bulundugu ifade edilmektedir.
Bu farkliliklarin ise yas, menstrual siklus, gebelik,
menopoz veya andropoz gibi seks steroid hormon
(6strojen, progesteron ve androjen) seviyelerindeki
dalgalanmadan kaynaklandigi bildirilmektedir (Gupta
ve ark. 2005). Kadinlarda menopoz sonrasi,
erkeklerde ise andropoz sonrast seks steroid hormon
seviyelerinde azalma ile birlikte glokom ve lakrimal
bez  sckresyonunda  azalma ile  karakterize
keratokonjunktivitis sikka (Sjogren sendromu) gibi
g6z hastaliklarinin  insidensinde artis  meydana
gelmektedir (Schaumberg ve ark. 2001).

Seks steroild hormonlarinin  ayni  zamanda
farelerin lakrimal bezinde molekiler
fonksiyonlar,  hticresel  komponentler  ve
biyolojik stureglerde etkili oldugu
gosterilmektedir. Ornegin; 178-6strodiol,
progesteron ve kombine seks steroid hormon
tedavisi, niikleik asit ve protein metabolizmasi,
hicre  buylime, htcre  iletisim,  sinyal
tranditksiyonu ve transkripsiyonel diizenleme ile
iliskili  ¢ok  sayida  gen  ekspresyonunu
etkilemektedir (Suzuki ve ark. 2006).

Seks  steroid  hormonlar  (strojen  ve
progesteron), lakrimal doku tizerinde ya non-
klasik yolaklar (membran reseptorleri) araciligiyla
ya da diger hormonlarin kontrolii (hipofizden
salgilanan)  altnda  indirekt  olarak  etki
gostermektedir (Hewitt ve ark. 2005). Klasik
olmayan mekanizmalar, membran
gecirgenliginde  degisiklikler, ndrotransmitter
reseptorlerin - kontrolii  ve spesifik  plazma
membran reseptorleri ile etkilesimdir. Indirekt
mekanizmalar ise daha sonra goz tzerinde etki
eden hipofiz hormonlarinin serbest birakilmast
yoluyla ortaya cikan etkileri icermektedir (Brann
ve ark. 1995).
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Bir ¢ok calismada seks steroid hormonlarinin
lakrimal bezin yapisal, fonksiyonel ve/veya patolojik
Ozelliklerini ayarlayabilecegini ve bu hormonlarin
faaliyetlerinin  lakrimal  bezin cinsiyetle iliskili
farkliliklarin ~ ¢ogundan  sorumlu  oldugu rapor
edilmektedir. Ancak bu endokrin etkiye ragmen seks
steroid hormonlarinin  etkisi altinda yatan temel
mekanizmalar ile ilgili cok az bilgiye rastlanmaktadur.
Bu nedenle bizim amacimiz hem lakrimal bezin
cesiti  hastaliklarinin ~ tedavisinde  kullaniacak
hormonal terapdtik stratejiyi belitlemek hem de
lakrimal bezin tizyolojik fonksiyonunun
dizenlenmesine yardimect olmak amactyla disiler
hari¢ (disilerde hormonal dalgalanmadan dolayy)
sadece erkek sicanlarin hem intraorbital hem de
ekstraorbital lakrimal bezlerinde ERa, ERB ve PR
immunreaktivitesinin belitlenmesi amaclandi.

MATERYAL VE METOT

Doku Temini

Bu calismada Erciyes Universitesi deney hayvanlari
merkezinde yetistirilen 6-8 haftalik, ortalama
agirliklars 250-300 gr olan Rattus norvegicus (Wistar
albino) 1rki 8 adet erkek ergin sican kullanidi.
Sicanlardan rompun ve ketalar anestezisi (Rompun
13 mg/kg, Ketalar 87 mg/kg) altinda lakrimal bezin
ekstraorbital ve intraorbital kisimlari cikartildiktan
sonra hayvanlar 6tenazi edildi. Cikartilan lakrimal bez
Ornekleri formol-alkol tespit soliisyonunda 12 saat
tespit edildi. Strasiyla dereceli alkoller, metil benzoat
ve benzol soliusyonlarindan gegirilerek parafinde
blokland:. Bu parafin bloklardan Leica RM 2125
rotary mikrotomu ile 4 um kalinhginda G¢ seri kesit
alindi. Almnan seri kesitlere sirasiyla ERa, ERB ve
PR’i belitlemek igin streptavidin-biotin-peroksidaz
immunohistokimyasal ~ teknik  (Thermo  Fisher
Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA,
USA) uygulandi. Bu calisma Erciyes Universitesi
Deney Hayvanlart Etik Kurulu Baskanlig: tarafindan
onaylandi (karar no: 13/47).
Immunohistokimyasal Analizler
Immunohistokimyasal incelemeler igin hazirlanan
preparatlar  deparafinizasyon ~ ve  rehidrasyon
islemlerinden sonra distile suda galkalanarak endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek icin metanolde
hazirlanan %3’ lik hidrojen peroksitte 15 dakika
streyle tutuldu ve PBS (Phosphate buffer saline, 0.01
M, pH:7.4)de iki kez yikandi. Ardindan, bitin
antikorlar icin 0.01 M sitrat buffer’da (pH:6.0) 30
dakika antijen retrieval islemi yapildt ve 20 dakika
sogutma islemi gerceklestirildi. Daha sonra, bir nem
kamarasi (Thermo Shandon, UK) icinde non-spesifik
baglanmalart engellemek icin %10’ luk keci serumu
(Ultra V Block, Thermo Fisher Scientific Lab Vision
Corporation, Fremont, CA, USA; TA-125UB) ile 5
dakika siireyle inkube edildi. Bu islemlerden sonra,
kesitler ERo (MC-20, sc-542, Santa Cruz
Biotechnology, USA, 1:50), ERB (ab-3576, Abcam,

USA, 1:50), ve PR (C-20, sc-539, Santa Cruz
Biotechnology, USA, 1:100) primer antikorlariyla +4
°C de 1 giin streyle buzdolabinda inkiibasyona
birakildi. Daha sonra kesitlere 20 dakika siireyle oda
sisinda biotinli goat anti-rabbit sekonder antikoru
uygulandiktan sonra avidin-peroksidaz soliisyonu
(Labvision, Ultravision kit, TS-125-HR) ile 20 dakika
muamele edildi. Her bir islemden sonra kesitler
PBS’de dort kez yikandi. Antijen-antikor reaksiyonun
gorintilenebilmesi icin 5-10 dakika streyle 3,3’-
diaminobenzidine  tetra  hydrochloride — (DAB;
Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation,
Fremont, CA, USA), ardindan zemin boyamasi i¢in 5
dakika stireyle Gill'in hematoksileni uygulandi ve
kesitler mavilesinceye kadar ¢cesme suyunda yitkandi.
Son olarak alkol ve ksilol serilerinden gecirilerek
kesitler  entellan  ile  kapatidi.  Kahverengi
presipitasyonun  gorilmesi  sonucunda  reaksiyon
pozitif olarak degerlendirildi ve 15tk mikroskobunda
(BX51; Olympus, Tokyo, Japan) incelenerek
fotograflandi. Pozitif kontrol olarak, c¢alismada
kullanilan her bir primer antikor i¢in insanlardan elde
edilen meme karsinomu kullaniddi. Negatif kontroller
olarak almnan doku 6rnekleri ise primer antikorsuz
kullantlan antikorun hazirlandigs hayvan tiirtine gére
non-immun serum ile muamele edildi.
Semi-kantitatif Analizler

Immunohistokimyasal boyanma yogunluk skoru
(IS) kullanilarak semikantitatif olarak
degerlendirildi (Brown ve Lamartiniere 2000).
Yogunluk skoru, sitoplazma, ¢ekirdek ve
membranda  bulunan  pozitif = boyanma
yogunlugunu vyansitmaktadir. Bu metotda,
yogunluk skoru (IS); —: negatif, +: zayif, ++: orta,
+++: kuvvetli olarak degerlendirildi.

Hiucrelerde immunohistokimyasal —reaksiyonlarin
yogunluk skoru iki bagimsiz arastirmact tarafindan
incelendi (E.A.,, N.L) ve bu iki arastirmacinin
ortalama skoru hesaplandi. Sicanlarin ekstraorbital
ve intraorbital lakrimal bezinde ERoa, ERB, ve PR
immunlokalizasyonlari mikroskopta farkli
buyutmelerde incelenerek dért farkli  hicre
grubunda degerlendirildi: Bez epitel hiicreleri,
akitict kanal epitel hiicreleri, miyoepitel hiicreleri ve
kan damarlarinin endoteli.

BULGULAR

Lakrimal bezlerde ERo«’nin immunlokalizasyonu
Intraorbital bez epiteli, akitict kanal epiteli,
miyoepitel ve endotel htcrelerinin ¢ekirdeginde
kuvveti ERa immunreaksiyonuna rastlanirken,
sitoplazmadaki ~ reaksiyon  orta  dereceli idi
Ekstraorbital bez epitel hiicrelerinin ve miyoepitel
htcrelerinin ~ ¢ekirdeginde de  kuvvetli ERax
immunreaksiyonuna rastlandi. Akitict kanal epitel
hticrelerinin hem c¢ekirdegi hem de sitoplazmasinda
ise orta dereceli bir reaksiyon saptanirken, endotel
hticrelerindeki reaksiyonun biraz daha zayif oldugu
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tespit edildi. Intersitisyel bag doku bélmelerinde
bulunan stromal hiicrelerinin  cekirdeginde de
kuvvetli ERa immunreaktivitesi saptand:r (Sekil 1,
Tablo 1).

Lakrimal bezlerde ERF’nin immunlokalizasyonu
Intraorbital bez epiteli, akitict kanal epiteli,
miyoepitel ve endotel hiicrelerinin sitoplazmasindaki
ERP immunreaksiyonu cekirdege gére daha kuvvetli
idi. Kan damarlarinin  etrafinda  bulunan mast
hiicrelerinde de pozitif immunreaksiyon saptands.
Ayni sekilde ekstraorbital bez epiteli, akitict kanal
epiteli ve miyoepitel hiicrelerinin sitoplazmasinda
kuvvetli ERB immunreaksiyonuna rastlandi. Endotel
hticrelerinde ise orta dereceli bir reaksiyon gbzlendi.
Ayrica ekstraorbital lakrimal bezin intersitisyel bag
dokusu (stroma) icinde sitoplazmast ERP pozitif
stromal hiicreler tespit edildi (Sekil 2, Tablo 1).
Lakrimal bezlerde PR’nin immunlokalizasyonu
Intraorbital bez epiteli, akitict kanal epiteli ve endotel
hicrelerinin+ hem  sitoplazmasinda  hem  de
cekirdeginde orta dereceli PR immunreaksiyonuna
rastlanilirken, miyoepitel hiicrelerindeki reaksiyonun
daha kuvvetli oldugu belirlendi. Ayni zamanda her iki
bezin salgt epitel hiicrelerinin lateral membranlarinda

PR pozitif ~ immunreaksiyonuna rastlandi.
Ekstraorbital bezde ise akitict kanal epitel
hucrelerinin sitoplazmasindaki PR

immunreaksiyonunun bez epitel hiicrelerinden daha
yogun oldugu tespit edildi. Miyoepitel ve endotel
hiicrelerinde orta dereceli bir reaksiyon gézlendi.
Ayrica ekstraorbital lakrimal bezin intersitisyel bag
dokusu (stroma) icinde PR pozitif stromal hiicrelere
rastlandi (Sekil 3, Tablo 1).

Negatif kontrol olarak alinan lakrimal bez doku
Ornekleri ise primer antikorsuz kullanilan antikorun
hazitlandig hayvan tiirine gére non-immun serum
ile muamele edildiginde hi¢bir immunreaksiyon
saptanmadi (Sekil 4).

TARTISMA

Ostrojenlerin lakrimal bezin anatomi, fizyoloji ve
seksuel dimorfizmde 6nemli bir rol oynadigi ortaya
koyulmustur. Buna gére; ovariektomi ve antidstrojen
tedavilerinin lakrimal bezin asiner hiicrelerinde
bozulma ve nekrozis, hiicresel vakuolizasyon, DNA
parcalanmasi, inflamasyon, glandular doku kaybi ve
kuru g6z sendromuna (dry eye syndrome, DES)
neden oldugu (Azzarolo ve ark. 2003; Krawczuk-
Hermanowiczowa 1983), Ostrojen uygulamalarinin
ise lakrimal bez yapisinda ve fonksiyonundaki bu
degisiklikleri duzelttigi ve lakrimal sekresyonu
artirdigy ifade edilmistir (Krawczuk-
Hermanowiczowa 1983; Lauria ve Porcelli 1979).
Diger calismalarda ise ne Ostrojen yetersizliginin ne
de Ostrojen tedavisinin lakrimal bezin sekresyonu,
lenfosit infiltrasyonu, spesifik enzim aktivitesi, total
protein icerigi, agirhigi, morfolojisi Uzerinde hicbir
etkiye sahip olmadig: belirtilmistir (Lauria ve Porcelli

1979; Sullivan ve ark. 1984). Ostrojenlerin lakrimal
doku uzerinde negatif bir etkiye sahip oldugunu
gosteren baska bir calismada ise Ostrojenlerin,
glandular regresyon, protein Uretimini baskilama,
androjen ile zit etkilesim ve g6z yasinda azalmaya yol
acti rapor edilmistir (Lauria ve Porcelli F. 1979;
Ranganathan ve De 1995). Sunulan ¢alisgmada sican
lakrimal bezlerinde ERa ve ERPnin sadece
immunlokalizasyonu  incelenmis ve  dolayistyla
lakrimal bezin &strojen hormonunun hedefinde yer
aldig1 tespit edilmistir. Fakat ¢alismanin yapildigi bu
erkek sicanlara herhangi bir islem yapilmadig
(kastrasyon gibi) icin Gstrojenin lakrimal bez tizerinde
ne dizeyde bir etkiye sahip oldugu saptanamamistir
ve dolayisiyla farkli deneysel calismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Simdiye kadar insanlarin ve memeli hayvanlarin (fare,
tavsan, sican gibi) cesitli oktler dokularinda (kornea,
retina, konjunktiva, lakrimal bez, meibomian bez,
iris, lens, siliar cisim) c¢ogunlukla ER ve daha az
oranda PR’nin varlig1 arastiridmistir. Bu galismalara
gore; Esmaeli ve ark (2000) hem erkeklerde hem de
disilerde tst g6z kapaginin meibomian bezlerinde
Ostrojen reseptorlerini  (ERa) identifiye etmistir.
Insan (Hadeyama ve ark. 2002) ve fare korneasinda
(Tachibana ve ark. 2000) RT-PCR yontemi ile
yaptlan bir ¢alismada ER’i saptanmustir. Hadeyama
ve ark (2002) da ayni sekilde insan korneasinda ERa,
ERB ve PR immunreaktivitesini belirlerken, ERJ
mRNA’st  hem insan korneasindan hem de
retinasindan izole edilmistir (Suzuki ve ark. 2001;
Munaut ve ark. 2001). Bu c¢alismalara zit olarak
Vécsei ve ark (2000) insan  korneasinda
immunohistokimyasal olarak ER’1 belitleyememistir.
Insanlarin konjunktiva, lakrimal bez ve tarsal plak
gibi géze ait dokularinda yapilan bagka bir ¢alismada
RT-PCR yontemi degisen derecelerde ERax mRNA
ckspresyonuna  rastlanirken, ERB mRNA’nin
6zellikle lakrimal bezde eksprese oldugunu ve ERa
immunreaktivitesinin ise bu dokularda oldukea zayif
(istya  duyarhligindan  dolayr) oldugu sonucuna
varidmistir (Spelsberg ve ark. 2004). Fuchsjiger-Mayzl
ve ark (2002) RT-PCR ve western blot teknigi ile
yapmis oldugu arastirmada premenopoz doénemi
kadinlarin konjuktivasinda ERoa, ERB ve PR’nin
varligini ortaya koymustur ve bu aragtirmacilar seks
steroid reseptOtlerinin - varliginin - konjunktivanin
olgunlasmasi, kadeh hiicre olgunlasmast ve allerjik
cevapta seks steroid indiklemeli degisikliklerin
meydana gelmesi icin gerekli oldugu seklinde
yorumlamustir. Bu  calismalara  zit  olarak insan
konjunktivasinda ER ve PR’nin negatif oldugu tespit
edilmistir (Gans ve ark. 1990). Bunun disinda okiler
dokularda  yapilan  diger  ¢alismalarda ERa
immunreaktivitesinin ~ siliar cisim, iris ve lens
epitelinde (Ogueta ve ark. 1999), sican, tavsan ve
insanlarin  lakrimal bezlerinde ise ER mRNA
eksprese edilmistir (Wickham ve ark. 1998).
Dolayistyla insan konjunktivasinda ER ve PR’ (Gans
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ve ark. 1990) ve insan korneasinda ER’1 (Véscel ve
ark. 2000) saptayamayan c¢alismalara zit olarak,
sicanlarin  ve insanlarin lakrimal bezlerinde ER
mRNA’y1 saptayan calismalarla (Wickham ve ark.
1998; Spelsberg ve ark. 2004) benzer sekilde bizim
calismamizda da sicanlarin her iki lakrimal bezinin
butin yapisal komponentlerinde ERa, ERB ve PR
immunreaktivitesi saptanmistir.

Sicanlarda intraorbital ve ekstraorbital lakrimal bezin
salg1 epiteli, akitict kanal epiteli, miyoepitel ve endotel
hticrelerinin sitoplazmasinda, ¢ekirdeginde ve lateral
membranlarda farkli yogunlukta ERa, ERB ve PR
immunlokalizasyonu tespit edilmistir. Her iki bezde
ERo immunreaktivitesi en yogun olarak c¢ekirdekte
rastlanilirken, ERP immunreaktivitesi sitoplazmada
daha yogundur. PR immunreaktivitesine ise
sitoplazmik ve c¢ekirdek reaksiyonlari disinda bez
epitel hiicrelerinin lateral membranlarinda pozitif
olarak  belirlenmistir. ~ Simdiye kadar  yapilan
immunohistokimyasal ~ ve  immunositokimyasal
analizler temel alindiginda, Abdo ve ark (2009),
albino sicanlarin lakrimal bezlerinde yer alan asiner
(bez  epiteli, salgt epiteli, korpus glandula)
hticrelerinin cekirdeginde kuvvetli ER
immunreaktivitesine rastlatken bazt aragtirmacilar
sicanin lakrimal dokusunda ER’1 saptayamamis ya da
6nemsiz diizeyde bulmustur (Sullivan ve ark. 1990).
Gligorijevi¢  ve ark (2011) insanlarin lakrimal
bezlerinin  asiner  hucrelerinde ER ve PR
immunohistokimyasal ekspresyonunun hem
sitoplazmada hem de ¢ekirdekte lokalize oldugunu
rapor etmigtir. Camacho-Arooyo ve ark (1999)
tavsanlarin  submandibular tikritk bezinde yapmusg
oldugu calisgmada ER ve PR’ini asiner hucrelerinin
cekirdeginde lokalize oldugunu  bildirmislerdir.
Tikrik bezi Uzerinde yapilan bagka bir calismada
ERa ve ERJ proteinlerinin tikrik bezi epitel
hiicrelerinde hem ¢ekirdek hem de sitoplazmik
olarak lokalize oldugu ifade edilmistir. Cesitli
hiicrelerde ER cogunlukla sitoplazmada
bulundugunu, ancak sitoplazmik ER’in tam olarak
roliintin bilinmedigi bildirilmistir (Heldring ve ark.
2007). Hem cekirdek hem de sitoplazmada bu
reseptotlerin lokalizasyonundan bahseden calismalara
(Heldring ve ark. 2007; Gligorijevi¢ ve ark. 2011)
paralel olarak bizim calismamizda da ERa, ERJ ve
PR’ntin hem sitoplazmada hem de c¢ekirdekte
lokalize  oldugu ve ayrica PR’niin  hicre
membraninda da lokalize oldugu saptanmuistir.
ER’Gintin subselliler lokalizasyonlarinin, ERintn
ntklear translokasyonunu indikleyen fosforilasyon
gibi post-translasyonal mekanizmalar tarafindan
diizenlendigi rapor edilmistir. Aynt zamanda belirli
ER izoformlarindaki bir nuklear lokalizasyon sinyal
sekanslarinin eksikligi (Herynk ve Fuqua 2004) ve
ER-spesifik repressor proteinlerle etkilesim, ER
proteinlerinin sitoplazmik lokalizasyonunu belirledigi
gOsterilmistir. Sitoplazmik ERiniin olusumu diger
hiicresel kompartimanlara yer degistirme seyrinde

olan reseptor havuzunu gostermektedir (Heldring ve
ark. 2007).

Yapilan c¢alismalarda insanlarda lakrimal bezlerin
modifiye tikrik bezleri oldugu ifade edilmektedir.
Morfolojik olarak lakrimal bezler ve tikrik bezleri
birbirine benzer olmasina ragmen, pars inisyalis ve
pars sekretorya tikrik bezlerinde identifiye edilirken,
laktimal bezde bu iki kanal tanimlanmamistir.
Immunohistokimyasal olarak bazt minor farkliliklarla
birlikte lakrimal bezlerde intralobuler ve interlobuler
kanallardan bahsedilmektedir (Iwamoto ve Jakobiec
1985). Sunulan c¢alismada ERa, ERB ve PR
immunreaktivitesi  sicanlarin  intraorbital = ve
ekstraorbital bezlerinin  akitict  kanal epitelinde
incelenmis olup bu akitict kanallarinin
stniflandirilmast  yapilmamistir.  Reaksiyon tek bir
akitict kanal basligi altinda incelenmistir. Dolayistyla
bu ¢alismaya gore ckstraorbital bezlerinin akitici
kanal epitel hicrelerinin = sitoplazmasindaki ERp
immunreaktivitesi ¢ekirdege oranla daha fazla iken,
PR immunreaktivitesinin hem sitoplazmada hem de
cekirdekte kuvvetli oldugu ve ER«
immunreaktivitesinin ise her iki komparttimanda orta
dereceli oldugu tespit edilmistir. Intraorbital bezde
ise ERa immunreaktivitesi en ¢ok kanal epitel
htcrelerinin =~ ¢ekirdeginde  rastlanirken,  ERfB
immunreaktivitesi sitoplazmada saptanmistir. PR
immunreaksiyonunun ise hem sitoplazmada hem de
cekirdekte orta dereceli oldugu belirlenmistir. T'sinti
ve ark (2009) insanlarin tikrik bezlerinde yer alan
butin akitict kanal (pars inisyalis, pars sekretorya,
pars  ekskretorya)  epitel  hucrelerinin @ hem
sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde ERa, ERB1 ve
ERB2 immunreaksiyonuna rastladigint ve kanallar
arasinda  ER’nin  immunreaksiyon  yogunlugu
agistndan hi¢ bir farklilk olmadigint ifade etmistir.
Ancak insanlarin tikrik bezinde yapilan bagka bir
calismada ERB proteini eksprese edilirken, ERa
proteinine rastlanmamistir (Valimaa ve ark. 2004).
Insanlarin  titkrilk  bezinde FERoa saptayamayan
calismaya zit olarak sicanlarin her iki lakrimal bezinde
ERoa immunreaktivitesi tespit edilmistir. Dolayisiyla
disi tavsanlarda ER ile B-adrenerjik ve muskarinik
kolinerjik reseptOtlerinin sayisi arasinda baglantt
oldugunu ve boylelikle lakrimal bez fonksiyonunun
etkilendigini tespit eden calismaya (Huang ve ark.
1995) benzer olarak sicanlarin lakrimal bezi Gzerinde
de Ostrojen reseptorlerinin béyle bir etkiye sahip
olabilecegi dustiniilmektedir.

Hadeyama ve ark (2002) ERo immunreaktivitesinin
kornea epiteli ve stroma hucrelerinde, ERg ve PR
immunreaktivitesinin ise kornea epiteli, stroma ve
endotel hiicrelerinde lokalize oldugunu tespit
etmistir. Bu calismada sicanlarin her iki lakrimal
bezinin salgt epiteli, akitic1 kanal epiteli, miyoepitel ve
intersitisyel bag dokuda yer alan stromal hiicrelerinde
ERa, ERB ve PR immunreaktivitesine, aynt zamanda
kan damatrlarinin etrafinda yer alan mast hiicrelerinde
ERB immunreaktivitesine rastlanmistir. Dolayistyla
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lakrimal bezin epitel ve stromal hiicrelerinde bu seks
steroid hormon reseptorlerinin  tespit edilmesi
Ostrojenin, lakrimal bezde yer alan asiner hiicrelerin
fonksiyonunu ve yapisint siirdirmek icin lakrimal
intersitisyel htcreler tzerinde direkt etkiye sahip
oldugunu ifade etmektedir. Bu durum meme bezinde
oldugu gibi stromal ER’nin dstrojen bagimli epiteliyal
proliferasyonda  6nemli  bir  rol  oynadigiu
gostermektedir (Cooke ve ark. 1998).

Sunulan ¢alismada ayrica intraorbital ve ekstraorbital
lakrimal bezde yer alan endotel hicrelerinin
cekirdegindeki ERa immunreaksiyonu sitoplazmaya
oranla daha fazla iken, ERB immunreaksiyonunun
sitoplazmada daha yogun oldugu tespit edilmistir. PR
immunreaktivitesinin ise her iki bezde yer alan
endotel hicrelerinin hem sitoplazmasinda hem de
cekirdeginde orta dereceli oldugu saptanmustir.
Stefano ve ark (2000) Sstrojenin fizyolojik dozajinin
hiicre ylizey Sstrojen reseptoriiniin aktivasyonu ve
artan intraselliler kalsiyum konsantrasyonu ile
birlikte insan endotel hiicrelerden nitrik oksitin
serbest birakilmasini stimiile ettiini rapor etmistir.
Yanagiya ve ark (1997) tavsan korneasinda nitrik
oksitin kornea endoteli tarafindan tretildigini ve
nitrik oksit/siklik GMP yolaginin kornea kalinligini
devam ettirmek icin gerekli oldugunu ve dolayisiyla
Ostrojenin  kornea tzerinde indirekt etkiye sahip
oldugunu bildirmistir. Dolayisiyla bu  ¢alismada
sicanlarin  ekstraorbital ve intraorbital lakrimal
bezinde yer alan endotel hiicrelerinde ERa, ER@ ve
PR immunreaksiyonunun tespit edilmesi, lakrimal
bezde de endotel hiicrelerinin - dstrojen  ve
progesteron hormonlarinin hedefinde oldugunu ve
bu hormonlarinin etkisiyle endotel hiicrelerinden
nitrik oksitin serbest birakilmasint indtikledigi tahmin
edilmektedit.

Goze ait dokular tizerinde yapian caligmalarda ER
ve PR’nin immunlokalizasyon ve ekspresyonlarinin
yasa ve cinsiyete baglt olarak degistigi ifade edilmistir.
Bu calismalara gore; Gligorijevi¢ ve ark (2011)
insanlarin lakrimal bezlerinin asiner hiicrelerinde ER
ve PR ekspresyonunun yasa ve cinsiyete bagl olarak
degistigini ve incelenen bu her iki reseptériinde
bitiin disilerde rastlanilirken, erkeklerin  sadece
%20’sinde saptandigt bildirilmistir. Ayni zamanda
Abdo ve ark (2009) ER’nin daima disi sicanlarin
lakrimal bezinde bulundugunu, erkek sicanlarda ilk
¢ aydan sonra lakrimal bezlerinde PCR yontemiyle
ER’i saptayamadigini ifade etmigtir. Wickham ve ark
(2000) insan, tavsan ve sicanlarin cesitli okdler
dokularinda bu steroid hormon reseptorlerinin
cinsiyet ve doku-spesifik farkliliklar icerdigini ve
buna gore; disilerin retina/uvea 6rneklerinde ER ve
PR mRNA’lart swrastyla %50 ve %33.3 oraninda
bulunurken, erkek ve disi sicanlarin lensinde PR
mRNA’ya rastlanmadigt bildirilmistir. Geng  disi
gozlerinin retina ve retinal pigment epitelinde ERa
ekspresyonunda cinsiyet ve yasa baglh farkliliklar
saptanirken, erkeklerde ve postmenopoz doénemi

disilerde g6z  dokusunda  bu  reseptorler
saptanmamustir (Ogueta ve ark. 1999). Dolayistyla
simdiye kadar gbze ait dokular tzerinde seks steroid
hormon reseptérlerinin  lokalizayonunun yasa ve
cinsiyete gbre degistigini ifade eden calismalara zit
olarak  Spelsberg ve ark (2004) insanlarin
konjunktiva, lakrimal bez ve tarsal plak gibi gbze ait
dokularinda ne ERa ve ERB mRNA ekspresyonu
actsindan ne de ERo immunreaktivitesi acisindan
yasa ve cinsiyete baglt farkliligin istatistiksel acidan
6nemli olmadigini ifade etmistit. Aymi zamanda
onceki calismalarda ER ve PR’nin erkeklerden ziyade
kadinlarda daha fazla oranda bulundugunu ve
incelenen her iki reseptérdende ER’nin PR den daha
fazla oranda eksprese oldugu rapor edilmistir.
Sunulan  calismada ise  disilerde = hormonal
dalgalanmadan dolayt (menstrual siklus, gebelik,
menopoz) sadece eriskin erkek sicanlarin lakrimal
bezinde ERa, ERB ve PR immunlokalizasyonlar
semikantitatif olarak degerlendirilmis ve erkekler ile
disiler arasinda herhangi bir kiyaslama yapilmamustir.

SONUC

Sunulan bu c¢alismada erkek sicanlarin intraorbital ve
ekstraorbital lakrimal bezlerinin salgt epiteli, akitict
kanal epiteli, miyoepitel ve kan damarlarinin endotel
htcrelerinde degisen derecelerde ERa, ERB ve PR
immunlokalizasyonlart incelenmistir. Elde edilen
veriler semikantitatif immunohistokimyasal analizler
ile smurl oldugundan ve bu reseptérlerin sadece
erkek sicanlarin lakrimal bezlerinde incelendiginden
bu  reseptOtlerin  gbrevlerinin = tam  olarak
anlagilabilmesi icin farkli deneysel c¢alismalara ihtiyac¢
duyulmaktadir. Ancak, sicanlarin hem intraorbital
hem de ekstraorbital lakrimal bezlerinin bitlin
yapisal komponentlerinde ERa, ERB ve PR
immunreaktivitesinin tespit edilmesi erkeklerde de
lakrimal ~ dokunun  Sstrojen  ve  progesteron
hormonlart i¢in hedef organ oldugu hipotezini
desteklemektedir.
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